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1. INTRODUCAO

As enzimas sdo catalisadores bioldgicos, constituidas de proteinas produzidas
por células vivas que apresentam alta atividade e seletividade especifica sobre o
substrato. (CALADO et al., 2007). O desenvolvimento de tecnologias que permitam sua
producdo a um custo competitivo é de grande importancia para diversas aplicacdes
biotecnoldgicas (SOUZA et al.,2010). Enzimas importantes na inddstria de alimentos
sdo utilizadas com o intuito de influenciar a composicdo final do produto melhorando
sua qualidade e tornando facil sua obtencéo (LIMA et al, 2001).

A hidrolise da celulose estd dividida em trés classes: endoglucanases, que
atacam a celulose aleatoriamente e quebram as ligagdes B-1,4-glicosidicas;
exoglucanase, que liberam celobiose e/ou glicose das terminagdes ndo reduzidas da
celulose e celobioases, que hidrolisam a celobiose e dextrinas em glicose
(WEGBECHER, 2010).

Estudos tém sido realizados na busca das celulases capazes de hidrolisar a
celulose de maneira cada vez mais efetiva, seja pela otimizacdo de processos
fermentativos, pela combinacdo de enzimas para a obtencdo de complexos celulésicos
mais eficientes ou pelo melhoramento de espécies produtoras dessas enzimas mediante
aplicacdo de métodos de engenharia genética (BUSSAMRA, 2010).

A celulase é utilizada na industria de alimentos, como na preparacdo do malte da
cerveja, em processo de extracdo de sucos, Gleos vegetais, pigmentos, alcaldides e
amido. No setor de alimentacdo animal, € utilizada em racdo para aves e suinos. Na area
energética, empregada visando a fabricacdo de produtos como o etanol (RODRIGUES,
2008).

O mercado de celulases ganhou impulso no inicio do seculo XXI quando houve

grandes investimentos na producdo de celulases, especialmente focada para sua



aplicacdo na obtencdo de biocombustivel. Novozymes e Genencor, liberaram um
montante de US$ 17,1 milhdes com a meta de reduzir em 10 vezes o custo efetivo das
celulases. Esta meta foi superada ja em 2004 com uma reducgdo de 12 vezes no custo da
enzima. Segundo a BIOMM Technology, o mercado brasileiro de celulases € estimado
em cerca de US$ 30 a 130 milhdes até 2015 e de US$ 290 a 380 milhdes para 2020
(CASTRO, 2010).

Haja vista a abundéncia de biomassa celuldsica da Amazonia, faz-se necessario
a realizacdo de pesquisas referentes & purificacdo, caracterizacdo e quantificacdo
enzimatica visando a otimizacdo das condi¢Bes de cultivo de bactérias produtoras de
celulases que se encontram depositadas na colecdo bacterioldgica do Laboratério de
Microbiologia da UFAM.
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Enzimas e aplicacao biotecnoldgica

Conforme Oliveira (2010), enzimas sdo biocatalizadores de estrutura protéica
globular terciaria ou quaternaria e termolabeis, que aceleram a velocidade de uma
reagdo quimica, isto é, atuam reduzindo a barreira energética destas reacOes e efetuam
processos metabdlicos na célula viva. Ocorrem em todos 0s organismos vivos, sejam
plantas ou animais, desde os mais simples aos mais desenvolvidos.

Avancos técnicos e cientificos que ocorreram, principalmente, a partir do século
XX favoreceram a utilizacdo das enzimas, sendo que estas passaram a ocupar papeéis
importantes em produtos e processos industriais, permitindo que fossem empregadas em
larga escala. A versatilidade das enzimas possibilita seu uso em diversas aplicaces,
incluindo processos de catalise de polimeros naturais, tais como amido, celulose e
proteinas, bem como para sintese seletiva de produtos quimicos assimétricos. No futuro,

novas aplicagdes biotecnoldgicas devem impulsionar o mercado de enzimas industriais.



A substituicdo de catalizadores quimicos, em processos industriais, pelas enzimas
possibilita reducdo de tempo e energia, de rejeitos industriais que podem comprometer o
meio ambiente revertendo assim, em beneficios econémicos (MAESTER, 2011).

Atualmente, as enzimas hidroliticas sdo as mais utilizadas nos processos
industriais, sendo aplicadas na degradacdo de vérias substancias naturais. De forma
geral, elas sdo usadas em grande escala nas indUstrias téxteis (amilase, celulase,
pectinase, oxidorredutase), de detergentes (celulase, lipase, protease, oxidorredutase),
alimenticia (celulase, lactase, lipase, pectinase, protease, oxidorredutase), de papel
(lipase, oxidorredutase, xilanase), e de couro (lipase, protease) (OLIVEIRA et al., 2006)
e a maior dificuldade ao uso das mesmas nesses processos esta relacionado ao alto custo
desse catalisador. A preferéncia pelo uso industrial de enzimas decorre de sua natureza
protéica, seu uso em baixas concentracdes e sua inocuidade, j& que estas enzimas sdo
inativadas durante o processamento (SALAMONI, 2005).

A perpectiva de desenvolvimento da biotecnologia no século XXI, em diferentes
setores industriais, € muito promissora, visto que diversas industrias ttm demonstrado
um forte potencial de desenvolvimento, tendo se destacado a indUstria de alimentos e
farmacos, seguida da indlstria de producdo de enzimas microbianas
(ALBUQUERQUE, 2009). Atualmente, quase todas as enzimas preparadas em escala
industrial sdo extracelulares porque seu isolamento dos meios de cultivo € geralmente
mais simples, embora elas se encontrem sob forma muito diluida nestes meios
(KIELING, 2002).

Segundo Politzer e Bon (2006), a Tecnologia Enzimatica esta ultrapassada no
Brasil, embora se possua uma enorme quantidade e variedade de matérias-primas

renovaveis que podem ser transformadas em produtos Uteis e de maior valor agregado.



Os autores enfatizam a importancia da tecnologia enzimatica para a industria de
farmacos e alimentos, ja que o Brasil é um grande produtor dos mesmos.
2.2 Mercado mundial de enzimas

De acordo com Maester (2011), o comercio global da producéo de enzimas foi
estimado em 2,3 bilhdes de dolares em 2003, cujo principal montante foi dividido em
detergentes (USS 789 milhdes), aplicacdes alimenticias (USS 634 milhdes), agricultura
(USS 237 milhges) e outras, incluindo enzimas para producdo de tecidos e produtos
quimicos (USS 222 milhdes). O setor comercial de celulases é dominado
internacionalmente pelas empresas Genencor e Novozymes, esta Ultima com uma
fabrica em Curitiba. No contexto nacional, a comercializagdo de preparados celulsicos
movimentou até setembro de 2010, 23 toneladas em exportacdo e 67 toneladas em
importacdo de preparados celuldsicos, provenientes da Unido Europeia e norte
americana (ZUNIGA, 2010).
2.3. Celulose

Estruturalmente, a celulose é um homopolimero formado por muitas cadeias de
glicose unidas entre si por ligagdes B-1,4 como mostrado na FIGURA 1. O grau de
polimerizacdo das fibras celuloliticas € bastante variavel e pode possuir de 7. 000 a 14.
000 monémeros de glicose na parede celular primaria e até 500 mondémeros na parede
secundaria. As cadeias de celulose ligam-se entre si através de pontes de hidrogénio e

forcas de Van der Walls, formando assim as fibras de celululose (NUNES, 2010).
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FIGURA 1: Estrutura da celulose
FONTE: www.portalsaofrancisco.com.br

A disposicdo das microfibrilas de celulose possui cristalizagdo variavel,
encontrando-se desde a maneira cristalina pura até bastante irregular, chamada de

amorfa (NUNES, 2010) conforme a FIGURA 2.
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FIGURA 2: Microfibrila de celulose (GONCALVES, 2011).

Segundo Ruegger e Tauk-Tornisielo (2003), a celulose é o biopolimero mais
abundante do mundo e pode ser hidrolisada a glicose. A degradacdo microbiana da
celulose ¢ total e especifica e tem estimulado o uso dos processos de fermentacGes
celuloliticas pelo homem.

Em sua forma natural, a celulose ndo ocorre com 100% de pureza. Este polimero
encontra-se associado com outros polissacarideos como amido, pectina, lignina e
hemicelulose (BISARIA; GHOSE, 1981) conforme a FIGURA 3. E o principal material
estrutural das plantas e o componente principal do algoddo, madeira, linho, palha e
folhas de milho. Possui um alto peso molecular, sendo constituida por mais de 10.000

moléculas de D-glicose, unidas por ligagdes glicosidicas -1,4(GABRIEL, 2009).
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FIGURA 3: Arranjo tipico da parede celular vegetal.
FONTE: SILVA, 2010.

Durante a sintese de celulose as moléculas de glicose sdo unidas por pontes de
hidrogénio e forcas de van der Walls, o que resulta em uma forma rigida, insoltvel e
resistente a hidrolise enzimatica conforme a FIGURA 4. Estas cadeias sdo orientadas
em paralelo com uma extremidade redutora e outra ndo redutora com regides altamente
ordenadas e cristalinas intercaladas por regibes paracristalinas ou amorfas

(SALAMONI, 2005).
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FIGURA 4: Estrutura quimica da celulose (Morais, 2005).

O grau de cristalinidade da celulose varia de acordo com sua procedéncia e
processamento. A celulose de algoddo possui cadeias mais ordenadas, apresentando
cristalinidade de aproximadamente 70%, enquanto a celulose de arvores apresenta

indice de cristalinidade de 40% (SILVA et al., 2009).
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A celulose pode ser convertida em seus monémeros constituintes de cinco e seis
carbonos através da hidrolise (adicdo de &gua a molécula) com o auxilio de um
catalisador. Quando a hidrolise € realizada com &cidos concentrados a conversdo atinge
resultados satisfatorios, porém, o custo de recuperacdo dos &cidos é muito alto e todos
estes processos operam em batelada (SOARES; ROSSELL, 2007).

2.4 Hidrodlise da celulose

A transformacdo dos polimeros da celulose em glicose € uma etapa fundamental
na producdo de alimentos, energia, produtos quimicos e farmacéuticos. A sacarificagdo
da celulose pode ser levada a efeito por hidrolise acida ou enzimética (BASSO et al,
2010).

A hidrdlise da celulose catalisada por &cido € uma reacdo complexa e
heterogénea, envolvendo fatores fisicos e quimicos seguindo o mecanismo de clivagem
das ligagoes glicosidicas B- 1,4. Durante a hidrolise acida, a xilose € rapidamente
degradada a furfural e outros co-produtos de condensacdo, os quais sdo inibitorios a
microrganismos. A hidrélise 4&cida, além de formar compostos inibidores para
subseqliente fermentacdo, também apresenta outros problemas, tais como, condigdes de
manuseio severas (pH e temperatura), e o alto custo de manutencdo devido os
problemas de corroséo (SILVA, 2010).

O processo de hidrolise enzimatica é conduzido em condicdes brandas (pH 4,8 e
temperatura entre 45° e 50° C), o custo utilidade é relativamente baixo, além de permitir
maiores rendimentos e apresentar baixo custo de manutencdo (ndo ha problema de
corrosdo). A hidrélise enzimatica é uma reagdo heterogénea catalisada pelas celulases,
sendo distinguida por um substrato insoltuvel (celulose) e um catalisador sollvel
(enzimas). A completa hidrolise da celulose requer a agdo combinada de multiplas

enzimas (celulases) com diferentes especificidades ao substrato (SILVA, 2010).
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2.5 Celulases

O processo de hidrolise enzimética envolve a acdo sinérgica entre enzimas
celuloliticas que apresentam um alto custo associado a uma baixa producdo. No entanto,
a vantagem da hidrdlise enzimética da celulose em relacdo a hidrolise acida € que a
reacdo pode ser conduzida em condicdes relativamente moderadas (BASSO, 2010).

A celulose pode ser clivada por intermédio de enzimas, denominadas celulases,
que reconhecem as ligagoes B-1,4 entre as moléculas de glicose (FERREIRA, 2010),
liberando como produto diversas cadeias curtas de celulose, oligossacarideos, e ainda
celobiose e glucose livre. Por esse motivo estas enzimas sdo produzidas por varios
microrganismos, sendo que isto sugere a necessidade da capacidade de degradacdo de
celulose, possivelmente adquirida por um antepassado primordial no inicio do
desenvolvimento evolutivo, devido a presséo seletiva (TIBONI, 2011).

As enzimas do complexo celulolitico estdo divididas em trés classes (OGEDA,;

PETRI, 2010) e sua atuacdo pode ser vista na FIGURA 5.
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FIGURA 5: Representacdo esquematica da acdo catalitica do complexo enzimatico
(celulase) sobre celulose com geracao de glicose

As endoglucanases agem de forma aleatoria, clivando ligagdes [-1,4-
glucosidicas, dentro da molécula de celulose. Seu modo de acdo diminui a viscosidade

especifica da CMC significativamente devido as clivagens intramoleculares, resultando

em uma rapida diminuicdo do comprimento da cadeia. As celobiohidrolases
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(exoglucanases) clivam os segmentos nas extremidades redutoras e ndo redutoras das
cadeias expostas pela endoglucanases, gerando celobiose. Estas enzimas participam da
hidrélise priméria da fibra e sdo responsaveis pela amorfogénese, que € um fenémeno
que envolve uma ruptura fisica do substrato, acarretando na desestratificagdo das fibras,
pelo aumento das regides intersticiais. As - glicosidases, enzima que hidrolisa
celobiose (soltvel) a unidade de glicose. A remog&o da celobiose € um passo importante
no processo da hidrolise enzimatica, uma vez que ela auxilia na reducdo do efeito
inibitdrio de elobiose sobre a EG e CBH (BORTOLAZZO, 2011).

As celulases compreendem 15 familias das 99 familias de glicosil hidrolases.
Esta nomenclatura é aplicada para uma variedade de dominios cataliticos da enzima.
Dentro de uma mesma familia, as enzimas relacionadas ndo necessariamente refletem
uma relacdo filogenética ente os organismos que as produzem (SALAMONI, 2005).

Estudos tém sido realizados na busca das celulases capazes de hidrolisar a
celulose de maneira cada vez mais efetiva, seja pela otimizacdo de processos
fermentativos, pela combinacdo de enzimas para a obtencdo de complexos celulésicos
mais eficientes ou pelo melhoramento de espécies produtoras dessas enzimas mediante
aplicacdo de métodos de engenharia genética (BUSSAMRA, 2010).
2.6. Microrganismos celuloliticos

Os microrganismos sdo fontes de enzimas utilizadas na industria. Entretanto,
mesmo com o surgimento de novas tecnologias moleculares, menos de 1% dos
microrganismos foram cultivados em laboratério e o potencial de 99% permanece
inexplorado (MOLINARI, 2008).

O uso de microrganismos e enzimas microbianas pelo homem no processamento
de materiais naturais tem uma longa tradicdo. Esta capacidade de exploracdo de

biossinteticos microbianos ocorreu naturalmente e foi facilitada pela ubiquidade dos
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microrganismos. A preferéncia pela quimica organica sintética baseada em enzimas de
microrganismos e nao pela classica catalise quimica é devida a especificidade que as
enzimas possuem, e, além disso, os produtos do metabolismo secundario microbiano
sdo compativeis tanto em relagdo a eficiéncia quanto com a sua interferéncia ambiental
(MAESTER, 2011).

A identificacdo de novas fontes microbianas, principalmente ndo toxicas ao
organismo humano, é de grande interesse estratégico, pois, além de garantir o
suprimento de enzimas aos mais variados processos industriais, tornam possivel o
desenvolvimento de novos sistemas enzimaticos que ndo podem ser obtidos de plantas
ou animais (OLIVEIRA, 2010).

O mecanismo de hidrolise das celulases produzidas por bactérias é pouco
estudado. Toda bactéria celulolitica secreta endoglucanase com propriedades diferentes,
a maioria mostra uma pequena atividade na estrutura cristalina da celulose. Algumas
exoglucanases de origem bacteriana j& foram caracterizadas, mas apenas duas foram
identificadas como exoglucanases e apenas uma atuou sinergicamente com a
endoglucanase na hidrolise da estrutura cristalina da celulose (RODRIGUES, 2008).

2.7 Fermentacao submersa

Desde a época do pos-guerra, a indUstria de fermentagdo passou por um periodo
de grande expanséo, devido ao rapido desenvolvimento de métodos para a producdo de
antibiéticos em cultivo submerso.

Os processos fermentativos de producdo de enzimas podem ser conduzidos tanto
em meio liquido, chamado de fermentacdo submersa (FS), quanto em meio solido,
chamado de fermentacdo em estado sdlido (FES) (SANTOS,2011). O ambiente
fornecido nesses dois métodos é bem diferente em relacdo ao teor liquido, e isso

caracteriza a producdo de diferentes tipos de enzimas (PACHECO, 2011). Segundo
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Aguilar (2008), a fermentacdo em estado sélido possui desvantagens, como somente 0
uso de microrganismos capazes de crescerem sob niveis reduzidos de umidade, a
dificuldade em determinar parametros (pH, umidade, taxa de oxigénio livre e dioxido de
carbono) e sua baixa utilizagdo em largas escalas .

As enzimas de interesse industrial tém sido produzidas por culturas liquidas
submersas. As fermentaces submersas apresentam grande homogeneidade e eficiente
transferéncia de nutrientes, ja& que consistem de um meio fermentativo liquido com
nutrientes sollveis (ALONSO, 2001). Proporciona, também, facilidade no controle dos
parametros fisico-quimicos do processo (pH, temperatura e agitacdo), além da facilidade
de recuperacéo das enzimas. (PINHEIRO, 2006).

2.8 Método do Acido Dinitrossalicilico

Um dos métodos de determinacgéo de glicose em amostras liquidas mais utilizado
no é o do &cido Dinitrossalicilico (DNS), do final da década de 1950 (MILLER, 1959).
Esse método do tem como principio o fato dos aglcares reduzirem o reagente DNS na
presenca de hidroxido de sodio, para 0 composto 3-amino-5-nitrosalicilico, um produto
de cor laranja avermelhado, que pode ser facilmente mensurado em 540 nm, como pode
ser visto na Figura 6. O grupo aldeido dos agUcares redutores é oxidado para carbonila

(TIBONI, 2011).

0. OH oH O, OH OH
. + 1 e J\ +
OH
o“rl' 0 HO" é)(H Doy MH, HO~ —
4 & CH 4 H
(a) {b) (c) (d)

FIGURA 6: Esquema de reacdo de reducdo do &cido 3,5-dinitrosalicilico formando
composto colorido.

NOTA: (a) acido 3,5-dinitrosalicilico (cor amarela); (b) acUcar redutor genérico; (c) 3-
amino-5- nitrosalicilico (cor laranja-avermelhada) e (d) agucar oxidado.
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2.9 Tendéncias futuras para producéo de celulases

A producdo de celulases e sua aplicagdo na hidrolise de materiais
lignocelul6sicos sdo tecnologias em fase de desenvolvimento, para as quais
determinadas ferramentas e estratégias podem ser aplicadas visando seu aumento de
produtividade e economicidade (CASTRO, 2010).

O conceito de engenharia de produto pode ser aplicado em processos de
producdo de celulases, visando a obtengdo de preparados enzimaticos com proporcgdes
ideais entre as diversas enzimas do complexo celulolitico, em particular EnG
(endolgucanases) e BG (beta-glucosidase). O formulado ideal pode ser obtido pelo
cocultivo de linhagens superprodutoras dos principais tipos de celulases, pela producgéo
em separado das celulases e posterior mistura dos extratos, em proporcbes pré-
otimizadas, ou ainda pela incorporagéo controlada de genes de celulases em organismos
hospedeiros, de forma que a célula modificada ja excrete as enzimas em proporc¢des
ideais (CASTRO, 2010).

2.10 Aplicacéo de celulases na industria de alimentos

Na industria de alimentos, as celulases atuam na obtencdo de sopas, cereais e
vegetais desidratados, e sdo adicionadas de forma a aumentar a rehidratabilidade dos
produtos quando chegam aos consumidores. Na fabricacdo de paes, biscoitos e bolos, as
celulases sdo adicionadas para melhorar a textura, pela hidrolise de gomas e para
permitir uma melhor distribuicdo dos aromas. A adicdo de celulases ao processo de
panificacdo leva a um aumento no volume do p&o e melhora a porosidade no péo de
trigo integral (SANTOS, 2011).

Juntamente com as pectinases, as celulases e hemicelulases (xilanases,
mananases e arabinases), sdo denominadas enzimas de maceracgéo, sendo utilizadas para

a extracdo e clarificacdo de sucos de frutas e vegetais. Celulases sdo adicionadas ao
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suco de frutas para promover a hidrdlise parcial de componentes da parede celular,
reduzindo a viscosidade e mantendo a textura dos sucos (SANTOS, 2011).
2.11 Purificagédo de enzimas

As enzimas comerciais apresentam-se desde preparagdes enzimaticas brutas até
enzimas altamente purificadas (BON et al., 2008). A aplicagédo das enzimas depende do
seu grau de pureza, portanto a purificacdo € uma etapa essencial para o estudo das
propriedades biologicas e moleculares desses biocatalisadores. A auséncia ou o
reduzido grau de impurezas contribui para um espectro mais amplo de aplicacdes da
enzima e um alto nivel de atividade enzimatica, que permite a utilizacdo de pequenas
quantidades da enzima. Um problema significante da purificacdo é decorrente da
complexidade estrutural destas enzimas e a necessidade de manter as suas propriedades
bioldgicas apos a aplicacdo da técnica de purificacdo (BASSANI et al., 2010).

De forma geral, as enzimas podem ser purificadas por etapa unica (por exemplo,
cromatografia de afinidade) ou por uma combinacdo de varias etapas (por exemplo,
precipitacdo, tecnologia de membranas, troca ibnica, filtracio em gel, etc.). A
precipitacdo é descrita como uma tecnologia bastante simples, que pode ser utilizada
para remover impurezas ou isolar uma proteina alvo numa mistura (KANWAR et al.,
2006).

2.12 Sistema de duas fases aquosas

De forma geral, a formacdo dos SAB (Sistem Aquoso Bifasico) ocorre quando
dois compostos hidrofilicos como polimeros (polietilenoglicol, dextrano, dentre outros)
e sais (fosfatos, sulfatos, citratos, etc.) sdo misturados acima de certa concentragdo
critica resultando em duas fases imisciveis, onde o maior constituinte é agua (GARZA-
MADRID et al., 2010) conforme a FIGURA 7. Esse sistema é formado por PEG e

dextrana ou PEG e sais, este ultimo tém sido empregados para a extracdo de enzimas em

17



larga escala, pelo reduzido custo, baixa viscosidade e elevada seletividade (MALPIEDI
et al., 2009).

O polietilenoglicol (PEG), HO-(CH2-CH2-O)n-H, é um polimero sintético,
hidrofilico, ndo ibnico, de cadeia linear ou ramificada, produzido mundialmente em
grandes quantidades e com massas molares variando de poucas centenas a milhares de
Daltons, sendo obtido a partir da ligacdo de polimeros de oxietileno de massa molar

menor que 40.000 g/mol com metdxido de sédio ou hidréxido alcalino (CARVALHO,

2004).

Efeitos do Polimero
(Volume de exclusio)

u@“‘n
e,
P

e Efeito do Sal
SeerTe ("Salting out™)

FIGURA 7: Representacdo esquematica da particdo dos biocompostos no SAB: (%)
polimero; () Enzimas/proteinas; ( ) Sal; V1: volume da fase de topo; Ve: volume da
fase de fundo (BABU et al., 2008).

3 METODOLOGIA

3.1 Microrganismo

Neste estudo foram analisadas 20 isolados de bactérias previamente
identificadas, isoladas de diferentes substratos e preservadas segundo Cruz Filho (2006)
e depositadas na colegédo bacteriologica do Laboratorio de Microbiologia. As amostras
de Bacillus estavam preservadas em tubo de ensaio em agar nutritivo inclinado, a 4°C.

3.2 Reativacao das amostras
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Os isolados de Bacillus foram reativados em triplicata, por semeadura em
superficie, em placa de Petri com agar nutritivo, incubados a 37°C, por 24 horas (Bier
1985; Holt et al., 1994). Em seguida foram preservados em microtubos contendo
glicerol 20% (v/v) a -20°C, e em tubos de ensaios com &agar nutritivo a 4°C (Muro;

Luchi, 1989).

3.3 Selecdo de bactérias produtoras de celulases

Para verificar a atividade enzimética dos microrganismos, 0s isolados foram
repicados para Agar Celulose [KH2PO4, 2 g.L%; (NH4)2S04, 1 g.L™%; MgS04.7H20, 0,1
g.L™%; NaHPO4.2H20, 0,9 g.L7%; extrato de levedura, 1 g/L]; substrato indutor
(carboximetilcelulose, 0,5%) como Unica fonte de carbono, 2% de Agar bacteriolégico e
agua destilada 1000 mL, pH ajustado para 7,0} em Erlenmeyer 50 mL (SOUZA et al.,
2008). O crescimento foi observado durante 24h.
3.4 ldentificacdo bacteriana

Na identificacdo bacteriana, utilizou-se a metodologia de Cowan and Steel’s,
segundo o Manual de ldentificacdo de Bactérias de Interesse Médico. Este método €
internacionalmente reconhecido e padronizado para a identificacdo de bactérias,
permitindo diagnosticar todas as bactérias com probabilidade de serem encontradas em
laboratdrios de saude publica, na pratica médica e veterindria (BARROW; FELTHAM,
1999).

A morfologia das bactérias foi estudada através do Método de Coloracdo de
Gram e de endésporos. As amostras identificadas foram armazenadas na bacterioteca do
Laboratorio de Microbiologia do Departamento de Parasitogia do Instituto de Ciéncias
Biologicas.

3.5 Fermentacéo submersa
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Dos isolados que apresentaram crescimento foi retirada uma aliquota para
obtencdo de uma suspensao celular semelhante a coluna 1,0 da escala de Mac Farland.
Desta suspensdo retirou-se uma aliquota (2 x 10° células/mL) para 50 mL de Agar
Celulose e mantidos sob agitacdo 150 rpm durante 24h para estimular a secrecdo
enzimatica. Posteriormente, o fermentado foi centrifugado a 15000 rpm e filtrado em
membrana (0,22 mm) para obtengdo do extrato enzimatico bruto (SENA, 2006).

3.6 Andlise qualitativa da producéo de celulase

Para o teste da atividade enzimatica do extrato bruto, foram preparados meios
com Agar bacteriolégico (1,8%), carboximetilcelulose (1%) e agua destilada (100 mL).
Apos esterilizagdo, foram distribuidos em placas de Petri 120x20 mm onde foram feitas
perfuracdes circulares de 5 mm de didmetro (técnica de “cup plate”) no meio das placas
onde foram adicionados 100uL do extrato bruto. As placas foram incubadas a 37°C por
24h. Posteriormente adicionadas de revelador Vermelho Congo (0,1%) seguido de uma
lavagem com solucdo de NaCl 1 M para visualizagdo e determinacdo do diametro dos
halos de degradacdo do substrato (SENA, 2006).

3.7 Selecdo da bactéria por anélise quantitativa da producéo de celulase

A quantificacdo da producdo de celulase via aglcares redutores foi realizada
utilizando o método de Miller (1959) com a construcdo de uma curva de calibragdo
tendo como base a solucdo-estoque de 2,5g/dL de glicose segundo Biazus (2007).

Foram preparados em tubos contendo 0,5 mL do extrato bruto, 1,5 mL de agua
deionizada e 3 mL de DNS. Apos aquecidas e resfriadas, as amostras foram analisadas a
540 nm em espectrofotdbmetro (Biospectro SP-220). O tubo branco para calibracdo do
equipamento foi constituido dos reagentes supracitados sem o extrato bruto.
Posteriormente foi montado um grafico da concentracdo versus absorbancia para

quantificar a melhor producéo de agucares redutores (BIAZUS et al, 2007).
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3.8 Efeito de diferentes temperaturas e pH na atividade celulolitica em
planejamento fatorial

Foram estimados os efeitos de diferentes temperaturas e pH em planejamento
experimental completo (2%) com 4 repetices no ponto central (Tabela 1) utilizando
Solugdo Manachini e repetidos os itens 5.6 a 5.7 (CAVALCANTI et al., 2008).

Tabela 1: Planejamento experimental completo (2%) com 4 repeti¢des no ponto central
tendo com fatores pH e temperatura (°C).

Ensaio pH Temperatura

1 37

37

60

60

45

45

45

R IN|OOjUn|BWIN
NN N([N[fOo|lu|wo|lWwm

45

3.9 Selecdo da melhor fonte de carbono e nitrogénio

Foram preparados em frascos Erlenmeier 10mL de Solugdo Manachini contendo
0,5% de carboximetilcelulose acrescido de 1% de diferentes fontes de carbono (tapioca,
crueira e araruta) e nitrogénio (peptona, extrato de malte e extrato de levedura).

Para determinacdo da atividade de endoglucanase (CMCase), utilizou-se o
procedimento recomendado por Ghose (1987), tendo-se empregado como substrato a

carboximetilcelulose sodica a 2%, em tampdo citrato 0,05 mol L-1 (pH, 4,8). O

substrato (0,5 mL) foi colocado em tubos com capacidade de 25 mL, com posterior
adicdo de 0,5 mL do extrato enzimatico. A reacdo enzimatica ocorreu a 50°C, durante
30 min. A seguir, a quantidade de glicose liberada foi dosada, também pela reagdo com
acido dinitrosalicilicoconforme item 5.7. Utilizaram-se controles da reacdo
colorimétrica para descontar as contribui¢fes do extrato enzimatico (branco da enzima)

e do substrato (branco da reagdo), separadamente, dos valores de absorbancia obtidos.
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3.10 Efeito de diferentes fontes de carbono e nitrogénio na atividade celulolitica em
planejamento fatorial

Apos selecdo das melhores fontes de carbono e nitrogénio, foi realizado novo
planejamento experimental completo (23) com 4 repeticdes no ponto central (Tabela 2)
utilizando Solucdo Manachini e repetidos os itens 5.7 (CAVALCANTI et al., 2008).

Tabela 2: Planejamento experimental completo (2%) com 4 repeti¢des no ponto central
tendo com fatores fonte de carbono e nitrogénio.

Ensaio | Tapioca | Peptona
1 0,5 1,5
2 1,5 1,5
3 1,0 1,0
4 1,0 1,0
5 1,0 1,0
6 1,0 1,0
7 0,5 0,5
8 1,5 0,5

3.11 Preparacao do Sistema de Duas fases aquosas

Os experimentos para extracdo da celulase foram realizados com solugdo de
Polietileno Glicol (50% p/v) de diferentes massas molares, PEG 400, 4000 e 6000 e
solugdes de fosfato (40%), consistindo de uma mistura de quantidades adequadas de
KH2POs e KoHPO4, em pH 7,0; 8,0 e 9,0. O sistema foi preparado em tubo de
centrifuga graduado contendo uma mistura de quantidade necessaria de polimero e sal,
no qual foi adicionado o extrato enziméatico com a celulase que representou 20% (m/m),
do total da massa do sistema, no qual foi adicionado adgua para completar peso final de
3g. Todos os sistemas foram agitados em vortex por 60 segundos e as duas fases
separadas por 60 minutos. Em seguida, os volumes da fase superior e inferior foram
medidas, separando-se com pipetas, individualmente, cada uma dessas fases para

determinacéo da atividade celulolitica e teor de proteina.
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3.12 Determinacdo do Coeficiente de Particdo da Proteina, Atividade, Rendimento,

Seletividade e Fator de Purificacao

Para determinagdo do coeficiente de particdo protease (A), seletividade (B)
rendimento tedrico % (C) e o fator de purificacdo (grau de pureza) (D) utilizaram-se as

férmulas descritas abaixo (PESSOA JR; KILIKIAN, 2005):

Aropo (Atividade proteica na fase leve) ®) S ;o= Kb]omo]écu]a alvo
Afundo (Atividade proteica na fase pesada

(A) Kae =
Kproteinas totais

100 ® PF = At/Cy

© Rs%=—-7"——
)70 [1+4V] (VsxK)) Ai/Cy

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 20 bactérias reativadas da colecdo do laboratorio, 6 apresentaram
crescimento em &gar celulose (Tabela 3). Dentre os Bacillus que apresentaram
crescimento em agar celulose, Bacillus liqueniformis B54 foi a bactéria que apresentou
maior atividade celulolitica apds fermentacdo submersa de acordo com anélise
estatistica (Tabela 4) e confirmada a identificacdo segundo a tabela 6.9c do Manual de
Identificacao.

TABELA 3: Identificacdo das bactérias que apresentaram crescimento em 4agar celulose
segundo Cowan and Steel’s .

Cadd Identificacéo CMC

B10 Bacillus circulans

B17 Bacillus megaterium

B28 Bacillus anthracis

B29 Bacillus laterosporus

B32 Bacillus thuringiensis

+ 4|+ |+ |+ +

B54 Bacillus liqueniformis
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TABELA 4: Informagbes de agrupamento usando o teste de Tukey, onde o néo
compartilhamento de letras indica diferencas significativas.

Amostra N Média Média
B54 3 0,15 A
B10 3 0,09 B
B17 3 0,02 C
B32 3 0,01 D
B29 3 0,01 DE
B28 3 0,01 E

Nota: Todas as comparacdes foram pareadas entre niveis de amostras

Segundo Palladino (2010), Bacillus liqueniformis é uma bactéria de interesse do
género, pelo carater ndo patogénico. E encontrada amplamente distribuida na natureza,
sendo uma bactéria do solo. Esta espécie vem sendo utilizada na producéo industrial de
alfa-amilase e varias proteases sendo classificada como GRAS (Generally Reconized As

Safe) por U.S. Food and Drug Administration (CALIK, 1998).

Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is mg/mL ag, Alpha = 0,05)

3,18
| Factor Name
A pH
B Temp
B 93,9377
£
5 AB 4 20,1524
4
A 19,392
| T T T T T T T T

0 10 20 30 40 50 6|0 70 80 90
Standardized Effect

O Diagrama de Pareto fornece o efeito quantitativo estimado que cada uma das
variaveis possui sobre a atividade de celulases, estabelecendo quais destes efeitos
encontraram-se dentro do intervalo de confianca estabelecido para a anélise estatistica.
De acordo com o grafico obtido, observa-se que o pH apresentou maior influéncia sobre

a atividade enzimatica e que a variacdo de temperatura, no intervalo estudado,
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praticamente ndo apresentou influéncia na atividade enzimatica, entretanto, a regido
6tima de atividade celulolitica foi obtida pela combinacdo de temperatura a 37° e pH
5,0.

Estes resultados comprovam com Singh et al. (2012) em seu trabalho de
otimizagdo da producdo e purificacdo de celulase bacteriana por bioprocesso em estado
solido de biomassa da agroindustria Bacillus licheniformis verificou a maior producéo
enzimatica mais estavel sob condi¢des mais &cidas. Assim como Bischcoff et al. (2006)
num estudo de purificacdo e caracterizacdo de uma enzima do complexo celulolitico
moderadamente termofilica de Bacillus liqueniformis observou um perfil de atividade
ampla de pH, com méaxima em pH 6,0.

Vale ressaltar também que a grande maioria das celulases reportadas na
literatura cientifica sdo obtidas em condicGes de pH &cido (OLIVEIRA et al., 2009). Em
um estudo realizado por Aguiar et al. (2008), a maxima producdo de celulases a partir
de residuos lignocelul6sicos utilizando o fungo Aspergillus niger, foi obtida em pH 5,0
e temperatura de 50°C. Também Wulff (2002) em seu estudo de caracterizacdo
enzimatica de celulases produzidas por Xylella fastidiosa verificou a maior atividade
celulolitica em pH acido (entre 5,2 e 5,6) e temperatura de 65°C.

Conforme andlise estatistica a tapioca apresentou-se como melhor fonte de
carbono. A atividade de celulase variou significativamente em resposta a fonte de
carbono utilizada no meio de cultura para o crescimento do microrganismo. A produgédo
da celulase foi significativamente maior durante o crescimento do microrganismo em

tapioca (Tabela 5).
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TABELA 5: Informagbes de agrupamento usando o teste de Tukey, onde 0 né&o

compartilhamento de letras indica diferencas significativas

Amostra N Média mg/mL
Tapioca 3 0,041 0,1 A
Araruta 3 0,020 0,05 B
Crueira 3 0,013 0,03 C
CMC 3 0,010 0,02 C

Nota: Todas as comparac¢des foram pareadas entre niveis de amostras

Segundo andlise estatistica a peptona se apresentou como sendo a melhor fonte

de nitrogénio para a sintese. A suplementacdo do meio de cultivo com peptona de

caseina proporcionou um aumento da producdo de celulase. A atividade maxima da

enzima (0,16 mg/mL) (Tabela 6).

TABELA 6: Informacbes de agrupamento usando o teste de Tukey, onde o né&o
compartilhamento de letras indica diferencas significativas

Amostra N Média mg/mL
Peptona 3 0,064 0,16 A
Extr. Lev. 3 0,047 0,11 B
Malte 3 0,025 0,06 C
CMC 3 0,010 0,02 D
Nota: Todas as comparacdes foram pareadas entre niveis de amostras
Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is Abs, Alpha = 0,05)
3,18
Factor Name
A Tapioca
B peptona
B 74,363p
£
= AB )
|q_" 62,6528
A 5,26986
0 10 20 30 50 60 70 80
Standardized Effect

De acordo com o gréfico obtido, observa-se que a variacdo da concentracéo de

tapioca apresentou maior influéncia sobre a atividade enzimatica e que a variagdo da

concentracdo de peptona de caseina, no intervalo estudado, praticamente ndo apresentou
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influéncia na atividade enzimaética, entretanto, a regido 6tima de atividade celulolitica
foi obtida pela combinacgdo da concentracdo de 1,5% de tapioca e 0,5% de peptona. A
atividade méxima de celulase obtida foi de 0,95 mg/mL.

A Tabela 7 mostra os volumes das fases de topo e fundo em cada amostra.
Observa-se que as fases comecaram a serem formadas a partir da amostra 5. A Tabela 8
mostra os valores do coeficiente de particdo protease, seletividade, rendimento tedrico
% e o fator de purificacdo (grau de pureza).

TABELA 7: volumes de topo e fundo e relacédo entre as duas fases

vol. vol. vol.

Amostra | Total topo Fundo VR
1 NF NF NF
2 NF NF NF
3 NF NF NF
4 NF NF NF
5 12,375 3,94 8,44 0,467
6 12,375 5,06 7,31 0,692
7 12,375 2,25 10,13 0,222
8 12,375 3,38 9,00 0,375
9 12,375 3,94 8,44 0,467
10 12,375 3,94 8,44 0,467
11 12,375 3,38 9,00 0,375
12 12,375 3,94 8,44 0,467
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TABELA 8: coeficiente de particdo protease, seletividade, rendimento teérico % e o
fator de purificacéo

R topo
Amostras| Topo Fundo K % FP S K pt
1 NF
2 NF
3 NF
4 NF
5 1,391 0,136 | 10,24 | 82,69 1,76 12,17 0,841
6 0,067 0,032 2,07 | 58,92 0,08 2,16 0,959
7 1,345 0,764 1,76 | 28,13 1,70 1,42 1,238
8 0,775 2,589 0,30 10,09 0,98 0,41 0,730
9 0,061 0,245 0,25 10,40 0,08 0,24 1,044
10 0,061 0,245 0,25 10,40 0,08 0,22 1,109
11 0,015 0,458 0,03 1,21 0,02 0,03 1,296
12 -0,002 0,470 0,00 -0,23 0,00 0,00 1,440

5. CONCLUSAO

A metodologia do sistema de duas fases aquosas mostrou-se eficiente para a
purificacdo de celulases visto que a atividade celulolitica do topo e fundo apresentou
diferenca significativa e as maiores atividades foram obtidas pela fase do topo que
corresponde ao PEG (polietilenoglicol).
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